美国癌症研究所（NCI）2006年报道了一个甾醇类新药（编号：NSC67657）可以高效诱导急性早幼粒细胞白血病细胞系HL-60细胞向单核系分化，但其作用机制尚不清楚[@b1]。本课题组前期采用比较蛋白质组学技术对药物诱导HL-60细胞向单核系分化的差异表达蛋白进行筛选，并以HL-60细胞粒系分化为对照，得到单核系分化特异表达差异蛋白β-catenin相关蛋白1（β-catenin interacting protein 1, ICAT）[@b2]。ICAT蛋白是Wnt/β-catenin信号通路重要调节因子，NSC67657是否通过ICAT影响Wnt信号通路，进而高效诱导HL-60细胞单核系分化还不能确定。本课题组前期还采用质粒电转染技术在HL-60细胞中外源性高表达ICAT蛋白，发现其可以显著影响HL-60细胞对药物作用的敏感性[@b3]。本研究中，我们采用慢病毒LV-ICAT-RNAi载体沉默ICAT蛋白表达，分析ICAT蛋白在NSC67657诱导HL-60细胞单核系分化中的作用及其对Wnt信号通路的影响，现报道如下。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞系与主要试剂：人急性早幼粒细胞白血病细胞系HL-60细胞购至中国科学院上海生命科学研究所细胞库；NSC67657由NCI惠赠；IMDM培养液购自美国Hyclone公司；胎牛血清购自美国Gibco公司。瑞氏染液以及非特异性酯酶染液购自珠海贝索生物技术有限公司；FITC-CD14单抗为北京四正柏生物科技有限公司产品；Real-time qPCR试剂盒购自宝生物工程（大连）有限公司；兔抗人ICAT抗体、β-catenin抗体购自美国Abcam公司；兔抗人β-Tubulin、TCF-1、cyclin D1、c-Jun抗体购自美国Santa Cruz公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

2．NSC67657诱导HL-60细胞分化及验证：取对数生长期的HL-60细胞，用含10%胎牛血清的IMDM培养液调整细胞密度为1×10^5^/ml，加入10 µmol/L的NSC67657作用1\~5 d后收集，PBS洗涤3次，调整细胞密度为1×10^6^/ml。采用FITC标记的抗CD14及对照抗体，上流式细胞仪检测CD14的表达情况。

3．慢病毒LV-ICAT-RNAi载体构建及感染后验证：慢病毒载体（GV248，hU6-MCS-Ubiquitin-EGFP-IRES-puromycin）为上海吉凯基因化学技术有限公司产品，干扰目的序列为TCCGGAGGAGATGTACATT，慢病毒LV-ICAT-RNAi载体包装、浓缩及滴度确认由上海吉凯化学技术有限公司提供技术支持。将慢病毒LV-ICAT-RNAi载体感染HL-60细胞（为HL-60i组），设空载慢病毒载体感染的HL-60细胞（HL-60v组）和未感染的HL-60细胞（非感染组）。36 h后收集细胞，提取总RNA，采用荧光实时定量PCR检测ICAT干扰效率。引物序列：正义链：5′-GCGGCACCTTCCTACTTCTG-3′，反义链：5′-AGCAGCACTCGGACCTTCT-3′。反应条件：95 °C 30 s，95 °C 5 s、60 °C 30 s共40个循环。利用阳性标准品制成的标准曲线进行定量分析。同样收集各组细胞，用细胞裂解液裂解，提取总蛋白，Bradford法进行蛋白定量。取60 µg蛋白进行16% SDS-PAGE凝胶电泳，转膜、封闭及加入抗体孵育。化学发光法显色，于Bio-Rad凝胶仪上成像并进行分析。

4．免疫共沉淀技术验证HL-60细胞中ICAT/β-catenin二者相互作用：收集对数生长期未经药物处理的HL-60细胞（非处理组）和经过10 µmol/L NSC67657诱导分化72 h的HL-60细胞（NSC67657处理组），加入细胞裂解液和细胞蛋白酶抑制剂PMSF，待细胞充分裂解后加入8 µg抗β-catenin抗体，低温孵育过夜，再取100 µl protein A琼脂糖珠，将protein A琼脂糖珠加入到上述细胞裂解液中，再次低温缓慢摇晃孵育2\~4 h；免疫沉淀反应后，低温离心吸去上清后洗涤；最后加入2×SDS上样缓冲液，沸水煮5 min，离心后取上清；采用抗ICAT抗体通过Western blot法确定结合蛋白。以非经药物处理结肠癌SW480细胞为阳性对照。

5．ICAT沉默对NSC67657诱导HL-60细胞单核系分化及Wnt信号通路的影响：采用慢病毒LV-ICAT-RNAi载体及空载体分别感染HL-60细胞24 h，离心收集，PBS洗涤，加入10 µmol/L NSC67657处理HL-60i与HL-60v组细胞24 h，离心弃上清，调整细胞密度收集细胞。以未经药物处理未感染的HL-60细胞为非药物处理组。采用光学显微镜、透射电子显微镜观察及流式细胞术检测CD14^+^细胞比例，分析3组细胞形态及细胞分化情况。提取细胞总蛋白，通过电泳、转膜、封闭、孵育二抗，化学发光法显色，于Bio-Rad凝胶仪上成像并进行密度扫描，分析Wnt/β-catenin信号通路下游靶点TCF-1、Cyclin D1和c-Jun蛋白的表达水平。

6．统计学处理：每组设3个复孔，实验重复3次，通过SPSS 11.5软件进行统计分析。正态分布的数据以均数±标准差表示，两组均数间比较使用独立样本的*t*检验，多组间比较使用单因素方差分析，*P*\<0.05为差异具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．NSC67657可诱导HL-60细胞向单核系分化：采用10 µmol/L NSC67657作用HL-60细胞1\~5 d，通过细胞表面分化抗原CD14的检测，发现细胞向单核系分化。作用第1\~5天CD14^+^细胞比例分别为（18.43±4.46）%、（37.56±3.31）%、（44.71±5.06）%、（86.78±10.24）%、（92.30±5.14）%，随着作用时间的延长而增加（*F*=10.73，*P*=0.010）。

2．慢病毒LV-ICAT-RNAi载体感染对HL-60细胞ICAT基因和蛋白的表达的影响：采用慢病毒LV-ICAT-RNAi载体感染HL-60细胞36 h后，绿色荧光细胞超过85%（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。荧光实时定量PCR结果显示，HL-60i组ICAT基因相对表达量为0.07±0.01，明显低于HL-60v组的1.00±0.08（*t*=21.24，*P*=0.002），平均敲减率为93.2%。与基因表达结果一致，HL-60i组ICAT蛋白相对表达量为0.003±0.002，显著低于HL-60v组的0.55±0.18（*t*=29.24，*P*=0.001）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![慢病毒LV-ICAT-RNAi载体感染HL-60细胞荧光图\
A：非感染的HL-60细胞；B：空载慢病毒载体感染的HL-60细胞；C：慢病毒LV-ICAT-RNAi载体感染的HL-60细胞](cjh-38-11-972-g001){#figure1}

![Western blot法检测慢病毒LV-ICAT-RNAi载体感染HL-60细胞36 h后ICAT蛋白表达情况\
1：非感染HL-60细胞；2：空载慢病毒感染的HL-60细胞；3：慢病毒 LV-ICAT-RNAi载体感染的HL-60细胞](cjh-38-11-972-g002){#figure2}

3．HL-60细胞内ICAT蛋白与β-catenin蛋白相互作用检测：我们采用β-catenin一抗包被琼脂糖珠，与之结合的ICAT蛋白被顺利检测，非药物处理组与NSC67657处理组上清中均检测到ICAT蛋白，提示实验样本有ICAT蛋白的表达。免疫共沉淀实验显示NSC67657处理组ICAT蛋白表达水平明显高于非药物处理组（*t*=9.94，*P*=0.010），不仅验证了β-catenin/ICAT蛋白存在相互作用，还提示药物处理后ICAT蛋白与β-catenin蛋白相互作用有增强的趋势，如[图3](#figure3){ref-type="fig"}所示。

![免疫共沉淀法分析NSC67657诱导HL-60细胞分化ICAT/β-catenin相互作用\
1：未经药物处理的HL-60细胞；2：NSC67657诱导分化的HL-60细胞；3：非药物处理结肠癌SW480细胞](cjh-38-11-972-g003){#figure3}

4．HL-60细胞中ICAT沉默对NSC67657诱导细胞分化所引起的Wnt/β-catenin信号通路下游靶蛋白表达的影响：在NSC67657作用下，HL-60i组细胞Wnt/β-catenin信号通路下游靶蛋白cyclin D1、TCF-1、c-Jun表达水平明显高于非感染组和HL-60v组，但低于非药物处理的HL-60细胞。药物作用的非感染组和HL-60v组靶蛋白表达差异均无统计学意义（*P*值均为0.010）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### NSC67657诱导HL-60细胞单核系分化时ICAT沉默后Wnt信号通路cyclin D1、TCF-1及c-Jun蛋白表达水平（*x*±*s*）

  组别                  cyclin D1       TCF-1          c-Jun
  --------------------- --------------- -------------- ---------------
  NSC67657+HL-60i细胞   0.74±0.09       0.68±0.04      0.39±0.06
  NSC67657+HL-60v细胞   0.38±0.06       0.58±0.09      0.21±0.01
  NSC67657+HL-60细胞    0.41±0.11 ^a^   0.43±0.07^a^   0.25±0.03 ^a^
  HL-60细胞             0.89±0.10       0.90±0.12      0.49±0.02
                                                       
  *F*值                 38.64           42.13          33.37
  *P*值                 0.010           0.010          0.010

注：HL-60i细胞：慢病毒LV-ICAT-RNAi载体感染的HL-60细胞；HL-60v细胞：空载慢病毒感染的HL-60细胞。^a^两两比较结果显示，与NSC67657+HL-60v细胞组差异无统计学意义

5．ICAT沉默对NSC67657诱导HL-60细胞单核系分化的影响：10 µmol/L NSC67657作用HL-60i组及HL-60v组24 h后，HL-60i组、HL-60v组及非药物处理组CD14^+^细胞比例分别为（8.33±3.14）%、（19.08±4.73）%、（0.60±0.03）%，组间比较差异有统计学意义（*F*=119.24，*P*=0.010），进一步两两比较结果显示，HL-60i组显著低于HL-60v组（*P*=0.010），但高于非药物处理组（*P*=0.010），HL-60v组显著高于非药物处理组（*P*=0.001）。细胞形态可见NSC67657处理HL-60i组细胞核染色质疏松，核仁明显，胞质深染且核浆比大，较HL-60v细胞更为幼稚。超微结构观察中，HL-60v细胞染色质较密集，线粒体出现肿胀，个别可见少许颗粒，已进入分化早期阶段；而HL-60i细胞线粒体、高尔基复合体发达，多聚核糖体丰富，染色质均匀，核膜清晰且核仁明显，增生仍处活跃状态（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![光学（A）和透射电子（B）显微镜观察ICAT沉默对NSC67657诱导HL-60细胞单核系分化的影响（光镜为瑞氏染色，×1 000）\
1：未经药物处理HL-60细胞；2：NSC67657处理的空载慢病毒感染的HL-60细胞；3：NSC67657处理的慢病毒LV-ICAT-RNAi载体感染的HL-60细胞](cjh-38-11-972-g004){#figure4}

讨论 {#s3}
====

NSC67657是2006年由NCI首次报道的高效单核系分化诱导剂。我们在前期研究中发现NSC67657诱导HL-60细胞单核系分化中显著上调ICAT蛋白的表达[@b4]。ICAT作为Wnt/β-catenin信号通路的重要调节因子，可以竞争性结合β-catenin而抑制其与转录因子TCF-4结合，从而影响Wnt信号通路下游癌基因的激活[@b5]--[@b7]，建立了抗癌药物与肿瘤增殖抑制之间的联系，但是否NSC67657通过ICAT蛋白影响Wnt信号通路尚不清楚。我们前期采用电转染技术，在HL-60细胞中外源性高表达ICAT蛋白，发现单独高表达ICAT不足以诱导HL-60细胞向单核系分化，但能够影响其对药物的敏感性[@b4]。本研究我们采用ICAT沉默研究探讨ICAT蛋白是否参与NSC67657诱导HL-60细胞单核系分化。

在本研究中，我们建立了NSC67657诱导HL-60细胞单核系分化模型，并成功构建慢病毒LV-ICAT-RNAi载体，感染HL-60细胞后显著下调了ICAT基因和蛋白表达。并首次证实了HL-60细胞中确实存在ICAT与β-catenin的相互结合，且在药物诱导下二者结合有增加趋势。鉴于ICAT蛋白在非药物处理HL-60细胞中处于低表达水平，且为了更好展示ICAT蛋白在Wnt信号通路及药物诱导细胞分化中的作用，我们采用NSC67657作用ICAT沉默HL-60细胞，分析Wnt信号通路下游靶点的表达水平。在ICAT沉默HL-60细胞中，NSC67657作用后的Wnt下游靶蛋白TCF-1、cyclin D1和c-Jun表达明显高于HL-60v细胞，但仍低于非药物处理且非感染的HL-60细胞。以上说明两个问题：第一，由于ICAT蛋白表达抑制，NSC67657不能通过ICAT蛋白竞争性抑制β-catenin/TCF-4的结合，从而下游靶蛋白表达均有升高趋势；第二，NSC67657可以抑制Wnt信号通路的激活，但ICAT并不是唯一途径，因为药物处理ICAT沉默的HL-60细胞，其Wnt通路下游靶蛋白表达较非药物作用细胞仍处于下降趋势。

不仅如此，本研究结果还显示ICAT沉默减缓了NSC67657诱导HL-60细胞的单核系分化，与前期研究ICAT外源性高表达能够显著上调药物作用效果形成鲜明对比，证实ICAT确实参与了NSC67657诱导HL-60细胞单核系分化进程。但其没有起到关键作用，因为就算抑制了ICAT蛋白，HL-60细胞仍有部分出现分化，只是分化效率大大减低。有趣的是，前期研究中课题组采用Wnt信号通路激活剂和抑制剂分别作用HL-60细胞后，发现单纯Wnt信号通路的激活和抑制仍影响HL-60细胞对NSC67657作用的敏感性，该现象与ICAT外源性高表达及沉默非常类似[@b8]，提示HL-60细胞对NSC67657作用敏感性方面，Wnt信号通路是非常重要的。由于信号通路作用机制复杂，药物诱导HL-60细胞单核系分化是否有其他机制的协同作用尚不能确认，需要进一步探讨。但ICAT与Wnt/β-catenin信号通路确实参与了NSC67657诱导的高效分化过程，提示二者可能成为今后的化疗药物靶点，在提高化疗药物疗效方面发挥作用。
